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RESUMO

O acido félico, uma vitamina do complexo B (vitamina B9), é essencial
para 0 metabolismo de um carbono. Evidéncias indicam que a ingestdo
de 4cido folico durante a gravidez e ao longo da vida pode desempenhar
um importante papel na modulacdo da expressdo génica, estresse
oxidativo, modular as funcbes cognitivas e prevenir varias doengas.
Apesar da suplementacéo de acido folico ser conhecida por influenciar
inimeras funcdes fisiologicas, especialmente durante a gravidez, pouco
se sabe sobre seus efeitos diretos na saude materna. Assim, 0 objetivo
deste estudo foi avaliar a funcéo cognitiva (memdria espacial) e efeitos
bioguimicos (dano oxidativo, perfil lipidico e niveis plasmaticos de
homocisteina) produzido pela dieta AIN 93 (dieta controle), dieta AIN
93 suplementada com diferentes doses de &cido félico (5, 10 e 50
mg/kg) e a dieta deficiente em acido félico, durante o acasalamento e,
em varios estagios da gestacdo e lactacdo de ratas. Nosso estudo
demonstrou por meio do teste labirinto em Y (Y maze) que as ratas
submetidas a dieta deficiente em &cido folico apresentaram déficits
significativos na memoéria espacial, enquanto que 0s animais
suplementados com acido folico (5 e 10 mg/kg) ndo apresentaram déficit
de memoria. Neste estudo, o grupo controle e as ratas suplementadas
receberam o mesmo tipo de racdo (dieta AIN 93). A diferenca entre
estes grupos foi a suplementacdo com diferentes doses de acido félico.
Essa diferenca pode explicar, ao menos em parte, o fato das ratas do
grupo controle e das ratas suplementadas apresentarem um peso superior
as ratas da dieta deficiente em acido félico durante a Gltima semana de
amamentacdo, independentemente da dose de &cido folico. Estas ratas
também apresentaram um maior consumo de racdo durante o
acasalamento, gravidez e lactacdo, quando comparadas aos animais da
dieta deficiente em acido folico. Houve uma diferenca significativa nos
niveis de proteinas carboniladas no cdrtex frontal, hipocampo e estriado,
ao comparar 0s animais da dieta deficiente em acido félico as ratas
controle e submetidas as dietas suplementadas. Do mesmo modo, uma
reducéo significativa nos niveis de homocisteina foi observada nestas
mesmas ratas em relacdo as ratas da dieta deficiente em acido folico.
Finalmente, deve-se enfatizar a importancia da suplementacdo de &cido
félico durante a gravidez e lactagdo, visto que esta vitamina proporciona
beneficios significativos ndo sé para a prole, mas para a salde materna.






Tudo isso por seu consideravel efeito protetor contra o dano oxidativo,
déficit cognitivo e hiperhomocisteinemia.

Palavras-chave: &cido félico, homocisteina, efeitos cognitivos, dano
oxidativo, ratas e gestacéo.






ABSTRACT

The folic acid, is a B-complex vitamin (vitamin B9) essential for the
metabolism of a carbon. Evidence indicates that intakes of folic acid
during pregnancy and throughout life can play an important role in
modulating gene expression, oxidative stress, and cognitive functions,
and in prevent various diseases. Although folic acid supplementation is
known to influence numerous physiological functions, especially during
pregnancy, little is known about its direct effects on the mothers’ health.
Thus, the aim of this study was to evaluate the cognitive (spatial
memory) and biochemical effects (oxidative damage, lipid profile and
plasma levels of homocysteine) produced by the AIN 93 diet (control),
the AIN 93 diet supplemented with different doses of folic acid (5, 10
and 50 mg/kg) and a folic acid deficient diet, during mating, and at
various stages of pregnancy and lactation in female rats. Our study
demonstrated through the Y maze test, that rats subjected to the folic
acid deficient diet showed significant deficits in spatial memory, while
animals supplemented with folic acid (5 and 10 mg/kg) showed no
deficit in spatial memory. In this study, the control group and folic acid
supplemented animals received the same type of feed (the AIN 93
control diet). The difference between these groups was the
supplementation with different doses of folic acid. This difference may
explain, at least in part, the fact that the control group and the folic acid
supplemented rats, presented a higher weight than the female rats in the
folic acid deficient group during the last week of breastfeeding,
regardless of the dose of folic acid given. These animals also showed a
higher feed intake during mating, pregnancy and lactation when
compared to the folic acid deficient diet. There was a significant
difference in the levels of carbonylated proteins in the frontal cortex,
hippocampus and striatum when comparing the animals fed with the
deficient diet against animals subjected to the control diet and those in
the supplemented group. Similarly, a significant reduction in the levels
of homocysteine was observed in the same female rats, compared to the
animals which were fed the folic acid deficient diet. Finally, the
importance of folic acid supplementation during pregnancy and lactation
should be mentioned, as it provides significant benefits not only to the
offspring, but also for maternal health. All this is because of the
considerable protective effects that this vitamin provides against
oxidative damage, cognitive impairment and hyperhomocysteinemia.






Keywords: Folic acid, homocysteine, cognitive effects, oxidative
damage, female rats and pregnancy.
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1. INTRODUCAO

1.1 ACIDO FOLICO, HOMOCISTEINA E METABOLISMO DE UM
CARBONO (1C)

O 4cido fdlico (vitamina B9) é uma vitamina hidrossoltvel do
complexo B, que atua como cofator de enzimas que participam das
transferéncias de carbono (radicais metilicos) (Ho et al., 2013). Esta
vitamina ndo pode ser sintetizada por mamiferos sendo, portanto,
considerada um nutriente essencial, devendo ser ingerida através dos
alimentos ou suplementos. As principais fontes alimentares sdo: vegetais
folhosos verdes escuros (espinafre, couve, brécolis); visceras (figado e
rim); leguminosas e algumas frutas secas (Mcnulty, 1995). Além destas,
diversos produtos comerciais sdo suplementados com esta vitamina,
especialmente as farinhas (Finglas et al., 2003). Vale ressaltar que a
guantidade de é&cido folico absorvida varia conforme o individuo,
dependendo da biodisponibilidade da vitamina ingerida, da taxa de
perda pela urina, fezes e catabolismo, podendo ainda ser influenciada
por condi¢des patologicas como a méa absorcdo, ou fisiolégicas, como
gravidez, lactagdo e crescimento (Wagner, 1995).

O acido folico, também denominado &acido pteroilglutamico, é a
forma estavel da vitamina B9 (Djukic, 2007). Sua férmula estrutural
(C19H19N70s) é conjugada em um grupo pteridina, um grupo &cido p-
aminobenzoico e uma cadeia de &cido glutdmico, conforme descrito na
Figura 1 (Cozzolino, 2006).

~

-,

OH NH@CO [NH—GH
N COOH
N = .
/I“‘\‘-, =
NHz N N

Pteridina Acido p- aminobenzdico Acido
glutamico glutdmico
. 7
Figura 1: Estrutura molecular do acido félico.
Fonte: Adaptado de Cozzolino, 2006.
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O nome folato surgiu do Latim (folium), que significa folha, pois
foi isolado pela primeira vez a partir de folhas verdes, como o espinafre
(Melo, 2004). Geralmente os termos "folato" e "acido fdlico" sdo usados
como sinbnimos, no entanto, o folato é a forma obtida da dieta e o 4cido
félico é a forma sintética utilizada na fortificacdo de alimentos e/ou
suplementos nutricionais (Djukic, 2007; Miller, 2008). Além disso, no
organismo o &cido foélico é altamente absorvido (85-95%) enquanto que
com o folato a absor¢do ocorre em menor grau (50%) (Miller et al.,
2009).

A importancia do acido félico foi observada pela primeira vez por
Lucy Wills, em 1931 quando essa constatou que a anemia de
trabalhadoras gravidas de Bombaim (india) era curada alimentando as
doentes com extratos de leveduras e de figado. No final da década de
1930 o 4cido folico e seus derivados foram identificados como os
agentes ativos na dieta de Wills. O &cido félico foi isolado do espinafre
em 1941 e sintetizado na forma pura cristalina por Bob Stokstad em
1943 (Mcnulty, 1995; Melo, 2004).

O folato refere-se a varios compostos relacionados ao acido
félico, incluindo o tetrahidrofolato (THF). J& o &cido pteroilglutamico é
encontrado em produtos farmacéuticos e na fortificacdo de alimentos,
embora ndo seja a forma natural que ocorra nos alimentos e no
organismo. A forma bioativa do é&cido fdlico é o THF, o qual
desempenha um papel importante na transferéncia de um carbono ou
grupos metil (também chamados metila - CH3), doando-os durante
varias reacGes bioquimicas, inclusive para a biossintese do DNA (WHO,
2004). Apo6s entrar na célula, o 4&cido folico é convertido em
dihidrofolato e posteriormente a THF (Melo, 2004). Em seguida, o THF
pode ser convertido a 5,10-metilenotetrahidrofolato (5,10-MTHF), o
qual é importante para sintese de nucleotideos.

A enzima metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR), por sua
vez, catalisa a conversdo de 5,10-MTHF em 5-metiltetrahidrofolato (5-
MTHF), forma predominante na circulacdo e nos tecidos (Mattson e
Shea, 2003; Miller, 2008). A 5-MTHF em conjunto com a vitamina B12
(cobalamina), atua como doador de grupos metil na conversdo da
homocisteina, um aminoacido citotéxico em concentracdes elevadas, em
metionina, em reacdo catalisada pela metionina sintase (MS). A
metionina por sua vez, é metabolizada em S-adenosil metionina (SAM),
principal doador universal de grupos metil em todas as células e na
maioria das reacBes de metilagho como: sintese de creatina,
fosfatidilcolina, mielina, metilagdo do DNA e de neurotransmissores
(Bottiglieri, 2005; Larsson et al., 2006) (Figura 2).
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Dlhldrofolato Metionina —»
Serina

Transmetilagdes
Glicina RCH,

Homocisteing € S-adenosil-

homomslema
10 forml] THF 5-Metil-THE

Oyl + MH, 5, 10- meteml -THF C|stat|0na

5, 10-metileno-THF ! l
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Flgura 2: Esquema ilustrativo da transferéncia de moléculas de carbono
no metabolismo do &cido félico. O THF é convertido em 5,10-MTHF, e
em seguida, reduzido a 5-MTHF pela a¢do da enzima MTHFR,
transferindo um grupo metil para a formagdo da metionina, etapa
catalisada pela enzima MS. A homocisteina é metilada a metionina, um
aminoacido importante para a sintese de SAM, principal agente nas
reacOes de transmetilagBes. Dessa forma, alteracBes na taxa de SAM e
SAH podem resultar na diminui¢do da atividade de metiltransferases
como, por exemplo, as DNMTs uma vez que a SAH atua como um
potente inibidor das reagBes de transmetilacdo dependentes de SAM.
CBS: cistationina-B-sintetase; CGL.: cistationina y liase; GCS: Sistema
da clivagem da glicina; MS: metionina sintase; MTFR: 5,10-
metilenotetrahidrofolato redutase; R: compostos que recebem grupos
metilas; RCH3: composto metilado; SHMT: serina
hidroximetiltransferase. Fonte: Adaptado de Lamers, 2011.

A homocisteina € um aminoacido sulfurado produzido
exclusivamente no ciclo de metilagdo. Sabe-se que a regulacdo dos
niveis deste aminoacido depende das concentracGes de acido félico, uma
vez que na presenca desta vitamina, a homocisteina é rapidamente
remetilada & metionina. No entanto, quando os niveis de homocisteina
intracelular aumentam, a S-adenosil-homocisteina hidrolase (SAH-
hidrolase) produz excessivamente S-adenosil-homocisteina (SAH),
aumentando seus niveis intracelulares e, assim, inibindo a SAM. Desse
modo, a SAH atua como um potente inibidor das reagdes de metilagdo
dependentes de SAM, uma vez que altera¢es na taxa de SAM e SAH
podem resultar na diminuicdo da atividade de metiltransferases, com
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implicaces nas reagBes de metilagdo envolvendo o &cido
desoxirribonucléico (DNA), proteinas, fosfolipidios e
neurotransmissores (Bottiglieri, 2005).

Além disso, a homocisteina também pode ser catabolizada pela
via de transulfuragdo. Este aminoacido pode ser convertido em
cistationina pela enzima cistationina-p-sintase (CBS) e em cisteina pela
enzima y-cistationase, ambas na presenc¢a da vitamina B6 (piridoxina)
(Figura 2). Esta via resulta no aumento dos niveis de glutationa, o
principal antioxidante intracelular, possivelmente devido a um
mecanismo compensatério que neutraliza os potenciais efeitos
oxidativos da homocisteina em condi¢fes normais (Mattson e Shea,
2003).

Niveis elevados de homocisteina e diminui¢do da glutationa tém
sido implicados na Doenca de Alzheimer e Parkinson podendo apontar
para uma interrupcdo da via de transulfuracdo como um possivel fator
subjacente em doencas neuropsiquiatricas (Bharath et al., 2002; Isobe et
al., 2005). Este efeito poder ser reforgado pela elevagdo da homocisteina
em virtude da deficiéncia de vitaminas B6, B9 e B12 (Mattson e Shea,
2003).

E sabido que as reagdes de metilagdo proporcionadas pelo acido
félico sdo relevantes para processos como regulacdo génica, producao
de neurotransmissores e acdo de hormdnios (Parletta et al., 2013). Esta
vitamina aumenta a biossintese de tetrahidrobiopterina (BH4), a qual é
coenzima das enzimas hidroxilases, fundamentais para a sintese de
monoaminas e serotonina (Stahl, 2007). Ainda exerce um papel
neuroprotetor em danos ao sistema nervoso central (SNC), por
promover reparo e crescimento neuronal (Iskandar et al., 2004; Budni et
al., 2011). Assim, o metabolismo de um carbono é dependente do
equilibrio nutricional, influenciando a atividade sindptica, além de
impactar na regulacdo da expressdo génica (Mattson e Shea, 2003).
Estas caracteristicas conferem ao ciclo de um carbono uma importante
posicdo ao integrar mudangas ambientais, desenvolvimento do individuo
e plasticidade neuronal (Bottiglieri et al., 2005). Considerando-se as
inimeras funcdes do acido folico, qualquer anormalidade que ocorra no
metabolismo desta vitamina pode afetar o SNC (Miller, 2008; Krebs et
al., 2009). Ademais, estudos apontam que o &cido félico apresenta
propriedades antioxidantes, indicando que esta vitamina pode atuar
sobre 0s mecanismos oxidativos envolvidos nestas e em outras doencas
(Sarna et al., 2012; Zhao et al., 2014).

Neste sentido, é de extrema relevancia estudar os efeitos da
deficiéncia, bem como da suplementacdo de acido félico em diferentes
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doses durante a fase gestacional, uma vez que hd um aumento na
necessidade desta vitamina na gravidez e a sua deficiéncia ou altas doses
podem comprometer a salde materna, devido ao importante papel do
acido folico na funcdo cognitiva, humor, dano oxidativo e alteracdo nos
niveis de homocisteina, em especial no periodo da gestagdo.

1.2 SAUDE MATERNA, ACIDO FOLICO E COGNICAO

Em paises de baixa e média renda, muitas mulheres apresentam
dietas pobres e deficientes em macro e micronutrientes essenciais para
uma boa salde. As vitaminas e minerais Sd0 0S micronutrientes
necessarios pelo organismo em pequenas quantidades, porém
fundamentais, para o funcionamento, crescimento e desenvolvimento
normal (Haider e Bhutta, 2012). A gravidez representa um estado de
maior requisito metabdlico e a ingestdo de micronutrientes nesta fase
geralmente é inadequada. Durante a gestagdo, muitas mulheres tornam-
se susceptiveis a deficiéncia de acido félico, devido a necessidade de
fornecer um aporte nutricional adequado para o bebé, o que pode
impactar sobre a sua salde e a do proprio feto. Adicionalmente, a fase
gestacional, pode agravar ainda mais a deficiéncia nutricional materna
muitas vezes pré-existente, comprometendo de fato a salde da mulher
(Haider et al., 2011).

Sabe-se que a deficiéncia de ferro ou 4cido félico contribui para
uma das maiores prevaléncias de deficiéncia nutricional entre as
mulheres gravidas. A anemia afeta aproximadamente 41,8% das
gestacOes globalmente, sendo a deficiéncia de ferro, responsavel por
metade dos casos (Christian et al., 2005). A deficiéncia de acido félico
leva a anemia megaloblastica, sendo essa, a segunda causa mais comum
de anemia durante a gravidez (Sifakis e Pharmakides, 2000). O &cido
félico tem um papel importante na sintese e manutengdo do DNA e, por
conseguinte, tem uma maior exigéncia de suporte ao longo da gestacéo,
sendo primordial para a salde da mde e para o crescimento e
desenvolvimento normal do feto, bem como para a devida expansédo do
volume sanguineo e crescimento dos tecidos maternos nesta fase
(Stamm e Houghton, 2013). Dessa forma, estudo demonstra um maior
risco de mortalidade materna em gestantes com anemia grave,
predispondo & morte por hemorragia e infeccGes. Ademais, a anemia
pode levar a sérias complicacOes, tais como parto prematuro, baixo peso
ao nascer e mortalidade peri e neonatal, gerando um risco tanto para a
mde como para o feto (Christian et al., 2005).
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Historicamente, uma deficiéncia grave de vitaminas do complexo
B foi associada a manifestagdes clinicas profundas, tais como beribéri e
anemia, além de alteragdes neurolégicas ou prejuizo no funcionamento
cerebral. Sabe-se, no entanto, que muitos problemas nutricionais de
salde publica em algumas partes do mundo tém diminuido, pelo fato
das vitaminas do complexo B estar amplamente distribuidas em varios
alimentos (cereais integrais, leguminosas, batata, banana, pimenta, nozes
e produtos de origem animal). Por outro lado, embora presente em
diferentes alimentos, o &cido félico pode ser facilmente perdido durante
a colheita, armazenamento, distribuicio, refinamento de grdos e no
cozimento dos alimentos fonte. Assim, a sua baixa biodisponibilidade na
alimentacdo, combinada ao seu papel na saide da mulher, crescimento
fetal, desenvolvimento do SNC e prevencdo de defeitos do tubo neural,
além de outras doengas, levou a fortificacdo de folato em alimentos
industrializados e, entdo, desde a segunda metade do século passado, a
deficiéncia subclinica de vitaminas B6, B9 e B12 tem sido investigada
como causa para problemas de saude fisica e mental (WHO, 2004).

Dessa forma, consideravel interesse tem se dado ao papel das
vitaminas do complexo B, em especial B6, B9 e B12, nos processos
cognitivos e fungdes cerebrais, uma vez que estas vitaminas influenciam
os niveis de homocisteina em todo o corpo (Parletta et al., 2013). E
sabido que durante a gestacdo mudancas na concentracdo e memoria sdo
comumente relatadas pelas mulheres, em especial, durante o segundo ou
terceiro trimestre de gravidez, refletindo em dificuldade principalmente
na memoria de trabalho (Hampson et al., 2015). Essas alteragdes
cognitivas podem ser explicadas pelas alteragcdes nos niveis hormonais
(Buckwalter et al., 2001), por alterages de humor (Evans et al., 2001) e
pelo préprio estado psicoldgico de adaptacdo da mulher para uma
mudanca de vida maior, 0o que pode interferir no processamento
cognitivo normal (Crawley et al., 2003). Ressalta-se ainda que as
concentragGes de estradiol, estriol, progesterona e outros hormonios
atingem valores maximos durante o terceiro trimestre de gestacdo e,
como estes esterdides atuam diretamente em vias envolvidas nos
processos neurogquimicos cognitivos, podem influenciar a memdria
(Hampson et al., 2015). Considerando tais achados, Prado e
colaboradores (2012) apontam que suplementacdo de micronutrientes
isolados ou combinados, destacando-se as vitaminas do complexo B,
podem melhorar a cogni¢cdo materna e o humor, uma vez que estes
micronutrientes sdo essenciais para a funcéo cerebral.

Neste sentido, estudos demonstram que os niveis de acido folico
e homocisteina podem afetar diretamente processos fundamentais de
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neuroplasticidade desenvolvimental e adulta, incluindo a proliferacdo e
diferenciacdo celular em neurbnios e células gliais, bem como a
sobrevivéncia neuronal (Mattson e Shea, 2003). Desse modo, a
plasticidade sinaptica pode ser sensivel a homocisteina, uma vez que
esta € capaz de alterar a plasticidade e promover a degeneracdo
neuronal, contribuindo de fato para a patogénese de transtornos
psiquiatricos e doencas neurodegenerativas (Parletta et al., 2013).

Assim, niveis adequados de acido folico sdo cruciais para o bom
funcionamento corporal e do cérebro (Mischoulon e Raab, 2007).
Pesquisas tém indicado o envolvimento da deficiéncia de vitaminas do
complexo B, especialmente do acido fdlico, sobre os distlrbios
cognitivos (Bryan, 1998; Selhub et al., 2000; Calvaresi e Bryan 2001).
Essas vitaminas sdo de particular interesse devido a deficiéncia
subclinica leve a moderada na populacdo em geral, principalmente em
mulheres na idade fértil (Tolmunen et al., 2003; Casper, 2004). Desta
forma, estudos sugerem alguns mecanismos neuroquimicos interligados
pelo &cido fdlico, vitaminas B12 e B6, uma vez que estas atuam como
cofatores em muitas reacGes bioquimicas, inclusive na sintese de
monoaminas, podendo influenciar o desempenho cognitivo e humor
(Calvaresi e Bryan 2001; Hannon-Fletcher et al., 2004).

Adicionalmente, é sabido que a nutrigdo materna exerce um papel
determinante na prevengdo de diversas doencas (cardiovasculares,
psiquiatricas e neurodegenerativas) tanto na mae como na prole, além de
contribuir positivamente para o desenvolvimento cerebral de ambos
(Peleg-Raibstein et al., 2012; Van Abeelen et al., 2012). Estudos
corroboram informagdes acima em que 0S micronutrientes maternos,
especialmente os que participam do metabolismo de 1C podem
influenciar na susceptibilidade de doencas (Yajnik e Deshmukh, 2012).

Ademais, deficiéncias graves de acido folico ou vitamina B12
durante a gestacdo causam anemia megaloblastica, acompanhada de
diversas manifestaces neuroldgicas maternas ou no bebé (Baumgartner,
2013). Além disso, a deficiéncia de é&cido fdlico nesta fase,
especialmente entre 21° e 27° dia pds-concepgdo, aumenta
consideravelmente o risco de malformacgdes graves, como os defeitos do
tubo neural (espinha bifida e anencefalia). Também esta bem descrito,
gue criangas concebidas num curto intervalo entre as gestacdes, podem
apresentar deficiéncia nos niveis de &cido folico. A influéncia do
intervalo entre as gestagcdes poderia ser explicada pela deplecdo da
reserva materna de acido folico, quando o estoque desta vitamina ainda
esta sendo recuperado pela méde (Dogan et al., 2009). Tomados em
conjunto estes achados suportam a hipdtese de que a deficiéncia de
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acido folico durante a gestacdo pode ser um importante fator de risco
para diversas doencas, em especial neuronais, comprometendo tanto a
salde materna como do feto (Gunawardana et al., 2011) e ainda
justificam a suplementacdo obrigatoria de &cido fdlico no periodo
periconcepcional e o enriquecimento desta vitamina em alimentos
industrializados (farinhas de trigo e milho), no Brasil desde 2004, uma
vez que a melhor forma de prevencdo é a ingestdo adequada desta
vitamina (Marchioni et al., 2013).

Considerando-se o importante papel do &cido félico em processos
celulares, a dose adequada e o tempo bem estabelecido para a
suplementacdo desta vitamina pré-concepcional, periconcepcional, na
fase de amamentacdo e também durante a vida, pode ser fundamental
para o bom desempenho cerebral e da saide em geral (Barua et al.,
2014). Neste contexto, novos estudos devem decifrar a relagéo entre a
suplementacdo desta vitamina e o desenvolvimento normal de suas
funcdes, a fim de compreender melhor os possiveis beneficios do acido
félico, em especial na gestagdo. Diante disso, o presente estudo utilizou
ratas Wistar durante a fase gestacional e lactacional e optou pelo uso da
racdo ANI 93. A formulacdo da dieta AIN 93 foi descrita por Reeves e
colaboradores em 1993, através do Instituto Americano de Nutricdo para
roedores, que publicou o estudo que relatava a composicdo nutricional
da dieta AIN 93. Assim, a racdo experimental AIN 93 foi elaborada
devido & necessidade de se ter uma racdo equilibrada em macro e
micronutrientes para roedores na fase gestacional e lactacional,
garantindo assim, um aporte adequado de todos 0s nutrientes essenciais
a salde das ratas nestas fases, bem como para a prole em
desenvolvimento.

1.3 ACIDO FOLICO, HOMOCISTEINA E ESTRESSE OXIDATIVO

O oxigénio é necessario para diversas atividades metabolicas
corporais que sustentam a vida. Em contrapartida, tanto esses processos
enddgenos, como fatores exdgenos (exposi¢do a poluentes, fumo,
drogas, pesticidas e radiacdo) produzem radicais livres (RL), espécies
reativas de oxigénio (ERO) ou de nitrogénio (ERN). Estas moléculas
sdo altamente tdxicas e podem causar danos a lipideos, proteinas, DNA,
acido ribonucleico (RNA), alterar as fungdes celulares e, inclusive,
causar morte celular, contribuindo entdo, para uma gama de doencas
cronico-degenerativas  (doencas  cardiovasculares,  cancer e
envelhecimento precoce) (Rao et al., 2011).
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Desta forma, o estresse oxidativo pode ser definido como um
desequilibrio entre a producdo ERO ou ERN e a capacidade de defesa
antioxidante do organismo (Halliwell, 2006). O cérebro ¢&
particularmente vulneravel ao dano oxidativo, principalmente devido ao
seu alto consumo de oxigénio, extensivo uso de glutamato como
neurotransmissor, pelo seu elevado conteddo lipidico, em particular de
acidos graxos polinsaturados (PUFAS), por ser metabolicamente ativo
com seu modesto mecanismo de defesa antioxidante e pela presenca de
células microgliais, as quais podem produzir espécies reativas (ER).
Desse modo, Halliwell e Gutteridge (2007) sugerem o envolvimento do
estresse oxidativo em processos inflamatorios, prejuizo cognitivo,
doencas neurodegenerativas e psiquiatricas. Tanto fatores genéticos
como ambientais podem ocasionar o aumento celular de ER e
influenciar a capacidade de defesa antioxidante, desencadeando dano
celular oxidativo a lipideos, proteinas e DNA, afetando entdo, o
crescimento e a diferenciagdo neuronal (Pandya et al., 2013).

A peroxidacdo lipidica é definida como uma deterioracdo
oxidativa de lipideos polinsaturados, visto que estes, devido as suas
multiplas duplas ligacGes, sdo excelentes alvos para o ataque de RL
(Halliwell e Gutteridge, 1999). Tanto as membranas celulares quanto as
organelas, contém grandes quantidades destes acidos graxos, por isso
tendem a sofrer oxidacdo. Este ataque acarreta modificacdo em suas
propriedades, como alteragdo na estrutura e na permeabilidade, podendo
ocorrer perda da seletividade i6nica, liberacdo do conteudo de organelas
e formacdo de produtos citotoxicos, culminando com a morte celular
(Mursu et al., 2004).

A deteccdo de grupos carbonila estd sendo muito utilizada como
um indicador de dano oxidativo em proteinas (Urso e Clarkson, 2003).
O aumento de proteinas carboniladas estd associado a numerosos
distarbios patoldgicos (Zwart et al., 1999). As ERO podem reagir
diretamente com as proteinas ou com moléculas como aclcares e
lipidios, gerando subprodutos que reagem com as proteinas (Dalle-
Donne et al., 2006). Ao serem atacadas, as proteinas sofrem danos na
estrutura e, consequentemente, em seu estado conformacional, perdendo
a sua funcdo biolégica. A oxidacdo também pode acarretar na
degradacdo da proteina em peptideos e, eventualmente, em seus
respectivos aminoécidos (Aldred e Griffts, 2004). Além disso, o dano
em enzimas reparadoras do DNA pode elevar os niveis de dano
oxidativo no DNA, aumentando a frequéncia de mutagBes (Halliwell e
Gutteridge, 1999).
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Ademais, Roy e colegas (2012) sugeriram que o desequilibrio de
micronutrientes também aumenta o estresse oxidativo devido a geracéo
de RL que interagem com acidos graxos de membranas ou lipoproteinas.
Estas espécies atacam as duplas ligacfes dos PUFAS e iniciam reacdes
formando peroxido de lipidios. Alteracdes na ingestdo ou metabolismo
do 4cido félico e vitamina B12 podem induzir o estresse oxidativo pelo
aumento de malondialdeido (MDA) (Roy et al., 2012). Também, a
hiperhomocisteinemia induz estresse oxidativo através da ativacio de
receptores glutamatérgicos, gerando ER, ou pela autoxidacdo da
homocisteina e outros dissulfitos liberando oxigénio (O2) e peroxido de
hidrogénio (H>0,). De modo geral, as vitaminas do complexo B podem
exercer um efeito neuroprotetor através da modulacdo do estresse
oxidativo induzido pela homocisteina no cérebro (Boldyrev e Jonhson,
2007). Em adic&o, a deficiéncia de &cido folico e vitamina B12 durante a
gestacdo é capaz de induzir o estresse oxidativo materno e na prole,
levando a diminuicdo dos niveis de PUFAs cerebrais, em especial, na
prole ao nascer e, consequentemente, contribuir para o desenvolvimento
de doencas, em especial, na vida tardia. Sabe-se, entdo, que o estresse
oxidativo pode estar presente em qualquer momento da vida, inclusive
em periodos mais criticos como na gestagdo (Roy et al., 2012).

Tomados em conjunto, as informagdes acima indicam que 0 uso
de micronutrientes maternos, em particular o acido folico, pode ser
eficaz tanto na prevencdo do estresse oxidativo como nas alteracfes
cognitivas, além de proteger contra doencas neuropsiquiatricas e
crbnico-degenerativas (Pandya et al., 2013). Tudo isso justifica o
desenvolvimento desta pesquisa utilizando diferentes doses de acido
folico durante a fase gestacional como uma abordagem profilatica,
particularmente, para a manutencdo da salde materna, ja que parte dos
trabalhos a relacionam o acido félico na gestacdo e a salde da prole.
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2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito cognitivo e bioquimico da dieta AIN 93
(controle), da dieta AIN 93 suplementada com 4&cido félico em
diferentes doses (5, 10 e 50mg/kg) e da dieta deficiente em acido félico
durante o acasalamento, a fase de gestacdo e lactacdo em ratas Wistar.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Acompanhar semanalmente o ganho de peso de ratas Wistar,
submetidas & dieta AIN 93 (controle), a dieta AIN 93
suplementada com &cido félico em diferentes doses (5, 10 e
50mg/kg) e a dieta deficiente em 4&cido félico, durante o
acasalamento, a fase de gestacdo e lactagdo em ratas Wistar;

e Monitorar, duas vezes na semana, 0 consumo de ragdo de ratas
Wistar, submetidas a dieta AIN 93 (controle), a dieta AIN 93
suplementada com &cido félico em diferentes doses (5, 10 e
50mg/kg) e a dieta deficiente em 4&cido félico, durante o
acasalamento, a fase de gestagdo e lactacdo em ratas Wistar;

e Comparar o numero de filhotes nascidos vivos de ratas Wistar,
submetidas a dieta AIN 93 (controle), a dieta AIN 93
suplementada com 4&cido foélico em diferentes doses (5, 10 e
50mg/kg) e a dieta deficiente em 4&cido félico, durante o
acasalamento, a fase de gestacdo e lactagdo em ratas Wistar;

e Auvaliar o comprometimento cognitivo (memoria espacial) de
ratas Wistar, submetidas a dieta AIN 93 (controle), & dieta AIN
93 suplementada com &cido félico em diferentes doses (5, 10 e
50mg/kg) e a dieta deficiente em 4&cido félico, durante o
acasalamento, a fase de gestacdo e lactagdo em ratas Wistar;

e Auvaliar os niveis plasmaticos de homocisteina de ratas Wistar,
submetidas a dieta AIN 93 (controle), a dieta AIN 93
suplementada com &cido fdlico em diferentes doses (5, 10 e
50mg/kg) e & dieta deficiente em 4&cido fdlico, durante o
acasalamento, a fase de gestacdo e lactacdo em ratas Wistar;

e Avaliar o perfil lipidico (colesterol e triglicerideos) de ratas
Wistar, submetidas a dieta AIN 93, a dieta AIN 93 suplementada
com &cido fdlico em diferentes doses (5, 10 e 50mg/kg) e a dieta
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deficiente em &cido folico, durante o acasalamento, a fase de
gestacdo e lactacdo em ratas Wistar;

Avaliar o dano lipidico (niveis de espécies reativas ao &cido
tiobarbitdrico - TBARS) e dano proteico (niveis de carbonilagdo
de proteinas) nas estruturas cerebrais, coOrtex pré-frontal,
hipocampo e estriado de ratas Wistar, submetidas a dieta AIN 93
(controle), a dieta AIN 93 suplementada com &cido félico em
diferentes doses (5, 10 e 50mg/kg) e a dieta deficiente em &cido
félico, durante o acasalamento, a fase de gestacdo e lactacdo em
ratas Wistar.
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3. METODOLOGIA

Este estudo caracteriza-se como experimental, utilizando um
modelo animal. Esta pesquisa foi aprovada pela Comissdo de Etica em
Pesquisa no Uso de Animais (CEUA) da Universidade do Extremo Sul
Catarinense (UNESC) sob o protocolo 100-2014-01 (Anexo). Os
procedimentos foram executados de acordo com o Instituto Nacional de
Guia de Saude para o Cuidado e Uso de Animais de Laboratério e as
recomendacbes do Conselho Nacional de Controle de Experimentagéo
Animal (CONCEA) projetado para minimizar o sofrimento e limitar o
nimero de animais utilizados.

Foram utilizados ratos Wistar machos e fémeas adultos com
aproximadamente 60 dias de vida, pesando em média 250 g a 300 g. Os
animais foram obtidos do Biotério da Universidade e mantidos em
gaiolas em ciclos de 12h dia-noite, com alimentagdo especifica, agua
disponivel e temperatura controlada entre 22+ 1° C.

3.1 RATAS WISTAR DURANTE A FASE DE GESTAGCAO E
LACTACAO

Este estudo utilizou um total de 60 ratas Wistar adultas virgem
gue foram mantidas cada uma com um rato Wistar macho adulto para
acasalamento durante sete dias. A partir do primeiro dia de contato com
0 macho, as ratas foram separadas aleatoriamente em cinco grupos
experimentais maternos (n=12), onde comecaram a receber dois tipos de
dieta (racéo) especial: dieta AIN 93, também denominada dieta controle,
e dieta deficiente em &cido félico. As fémeas que receberam a dieta AIN
93 ainda foram subdividas em trés grupos para que, além desta racéo,
recebessem a suplementacdo com &cido fdlico nas doses de 5, 10 e
50mg/kg, totalizando assim, 0s cinco grupos experimentais maternos
(Tabela 1).

Ap6s o acasalamento, as ratas permaneceram isoladas uma por
caixa e continuaram recebendo a dieta previamente determinada durante
todo periodo gestacional (21 a 28 dias) e lactacional (21 dias). Utilizou-
se um namero significativo de fémeas pelo fato de que o estresse gerado
pela oferta de uma nova dieta durante todo periodo do estudo, associado
a manipulagdo dos animais, € ao proprio periodo gestacional, serem
capazes de provocar canibalismo por parte das médes logo apds o
nascimento dos filhotes (Desantis e Schmaltz, 1984). Ressalta-se que as
ratas que ndo engravidaram foram desconsideradas deste estudo apds 21
a 28 dias de acompanhamento.
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Tabela 1: Divisdo dos grupos experimentais maternos: fémeas durante a
fase de gestacgdo e lactacéo.

GRUPOS

1. Dieta AIN 93 ou controle

Dieta deficiente em &cido folico (AF)

Dieta AIN 93+suplementacdo de &cido folico 5mg/kg (AF

5mg/kg)

4. Dieta AIN 93+suplementacdo de acido folico 10mg/kg (AF
10mg/kg)

5. Dieta AIN 93+suplementacdo de acido folico 50mg/kg (AF
50mg/kg)

Fonte: Dados da pesquisadora, 2015.

32 COMPOSICAO DAS RACOES (DIETAS) ESPECIAIS
OFERECIDAS AS RATAS WISTAR

Neste estudo, utilizaram-se dois tipos de ragdo (dieta) especial:
dieta AIN 93 (controle) e dieta deficiente em acido félico. Estas racdes
foram confeccionadas e fornecidas pela empresa PragsolucGes
Biociéncias (www.pragsolucoes.com.br). Salienta-se que estas ragdes
foram oferecidas as ratas dos grupos experimentais maternos, durante o
acasalamento e toda fase de gestacéo e lactacdo.

3.3. SUPLEMENTACAO DE ACIDO FC)LICONPARA AS RATAS
WISTAR DURANTE A FASE DE GESTACAO E LACTACAO

As ratas Wistar que receberam a dieta AIN 93 foram subdivididas
em trés grupos, conforme ja& demonstrado na Tabela 1, para
suplementacdo com acido folico. Esta vitamina (Sigma Chemical Co.,
St. Louis, EUA), suplementada nas doses de 5, 10 e 50mg/kg, foi
preparada antes da administracdo sendo solubilizada em agua em um
volume de 1ml/100g e administrada por via oral (v.0.) uma vez ao dia,
durante toda a fase de acasalamento, gestacdo e lactacdo. As doses de
suplementacdo foram administradas conforme respectivo peso de cada
rata, no volume de 1ml/kg. As doses de acido félico foram escolhidas
com base em estudos anteriores realizados por Brocardo et al. (2008a);
Brocardo et al. (2008b); Brocardo et al. (2009) e Budni et al. (2012).
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34 CONSUMO DE RAGAO E CONTROLE DE PESO
GESTACIONAL DAS RATAS WISTARS

O peso da racdo (dieta) oferecida as ratas foi monitorado duas
vezes por semana (segundas e quintas-feiras) durante todo periodo de
administragdo da dieta. Foi utilizada uma balanga (marca Balmak)
disponivel no Biotério, sendo que um béquer de plastico foi colocado
sobre a balanca e a mesma foi tarada, para posterior pesagem da racéo.
A partir do primeiro dia de contato com o macho, o casal inicialmente
recebeu 300g de racdo conforme a dieta determinada: controle ou
deficiente. Dois dias ap6s a oferta da racdo, foi pesada a sobra desta
dieta e realizado o calculo do consumo dos animais através da formula:

Total de racdo ofertada (300g) — Sobra da racdo (q) = Consumo individual
2

Ressalta-se que durante o acasalamento, foi calculada a média do
consumo de ragdo, visto que os animais estavam em dois na mesma
caixa e consumiram a mesma dieta. Ap6s 0 acasalamento, as ratas
permaneceram isoladas, uma por caixa, recebendo a quantidade
suficiente para completar os 300g de ragdo especial, duas vezes por
semana, € a sobra da dieta foi pesada nestes dias, para posterior calculo
do consumo de cada rata, através da formula:

Total de racéo ofertada (300g) — Sobra da racéo (g) = Consumo rata

O peso das fémeas também foi monitorado semanalmente
(sextas-feiras) durante todo periodo gestacional. Utilizou-se a mesma
balanca e béquer usado na pesagem de racdo para realizacdo da pesagem
individual das fémeas. O controle de peso gestacional das ratas &€ um
parametro importante para o acompanhamento do peso conforme a dieta
oferecida neste periodo.

Ainda foi realizada a contagem do numero total de filhotes ao
nascer de cada gestante conforme sua dieta previamente determinada.
Salienta-se que apds o nascimento da prole, todos os filhotes (machos e
fémeas) permaneceram junto a mée para a amamentacéo por 21 dias € as
maes continuaram recebendo a mesma dieta oferecida na gestacéo até o
final da lactacdo. Logo ap6s o desmame, a prole foi submetida a
sexagem e o nimero de filhotes machos e fémeas também foi levado em
consideragdo para este estudo, de acordo com a dieta materna. A prole
destas ratas Wistar foi destinada para outro estudo.
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Apo6s o Ultimo dia de amamentacdo, as ratas mdes foram
submetidas ao teste comportamental labirinto em Y (Y maze).
Imediatamente ap6s esse teste, as ratas foram mortas por decapitacéo
sem anestesia, 0 sangue coletado para posteriores analises dos niveis de
homocisteina e analise do perfil lipidico e as estruturas cerebrais, cortex
pré-frontal, hipocampo e estriado dissecadas para analise do dano
oxidativo (Figura 3).

RATAS WISTAR
n=60 (12 grupo)

| . Dieta AIN 93 Dieta ATN 93 + Dieta AIN 93 + Dieta ATN 93 +
Dieta deficiente AF ieta A AF (Smg/kg) AF (10 mg/kg) AF (50 mg/ke)
| GESTACAO (21 a 28 dias) e LACTACAO (21 dias)

[ Controle de peso e consumo de racio ]

[ Teste comportamental (¥ maze) (n=12) ]

[ Anilises Bioquimicas (n=7) ]

Figura 3: Desenho experimental. Ratas Wistar foram separadas
aleatoriamente em cinco grupos experimentais maternos (n= 12) e
receberam dois tipos de dieta (racdo) especial - dieta AIN 93 (dieta
controle) e dieta deficiente em &cido folico - durante todo periodo
gestacional (21 a 28 dias) e lactacional (21 dias). As fémeas que
receberam a dieta AIN 93 ainda foram subdividas em trés grupos para
que, além desta racao, recebessem a suplementacdo com acido félico nas
doses de 5, 10 e 50mg/kg (v.0.), totalizando o0s cinco grupos
experimentais maternos. O peso gestacional, o0 consumo de ragdo das
ratas, bem como o nimero de filhotes foi considerado. Apos a fase de
amamentacdo, as ratas mades foram mortas por decapitacdo e 0 sangue
imediatamente coletado para posterior analise dos niveis de acido félico
e homocisteina. Fonte: Dados da pesquisadora, 2015.
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3.5 ANALISE COMPORTAMENTAL
3.5.1 Labirintoem Y (Y maze)

O teste comportamental labirinto em Y (Y maze) foi realizado
com as ratas mées imediatamente apds o desmame da prole (22° dia
apos o parto). Este teste avalia a memdria espacial. O aparelho apresenta
trés bracos ou ambientes iguais (50 x 10 x 20 cm, cada brago) afastados
em 120°. O mesmo foi colocado em uma sala com dicas visuais nas
paredes dos bracos para facilitar a localizacdo espacial dos animais. O
teste foi realizado sempre em sala escura com iluminacdo de lampada
vermelha. O protocolo consiste de duas sessOes separadas por um
intervalo de 2 horas. Na primeira sessdo, o animal foi colocado no final
de um dos bragos, chamado de “brago de partida ou start”, e teve livre
acesso para explorar o outro “braco ouambiente other” durante 5
minutos. O tempo de exploragcdo em cada braco foi cronometrado. Nesta
sessdo inicial, o terceiro brago do labirinto foi bloqueado por uma porta
guilhotina e chamado de “brago novo ou novel”. O rato foi entdo
removido do labirinto e retornou a caixa moradia. Depois de 2 horas, na
segunda sessdo, o animal foi novamente colocado no “braco de partida
ou start” do labirinto para explorar liviemente todos os trés bragos
durante 5 minutos. O namero de entradas e o tempo de permanéncia em
cada brago foram cronometrados. Os resultados foram expressos pelo
percentual de entradas e de tempo de permanéncia no brago novel (Dellu
etal., 1997).

3.6 ANALISES BIOQUIMICAS

As anélises dos niveis de homocisteina foram realizadas pelo
Laboratdrio Labvet Sul em Criciima, SC. As técnicas do perfil lipidico,
peroxidacdo lipidica (TBARS) e carbonilacdo de proteinas foram
realizadas no Laboratério de Neurociéncias (Neurolab).

3.6.1 Preparo das amostras
3.6.1.1 Coleta de sangue

A coleta de sangue foi realizada imediatamente apds a morte dos
animais. Coletaram-se 3ml de sangue em tubos contendo &cido

etilenodiamino tetra-acético (EDTA) como anticoagulante. O sangue foi
centrifugado a 3000 rpm por 6 minutos e, o plasma, aliquotado em vials
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de 1ml e acondicionado em freezer -80°C até a determinacdo dos niveis
de homocisteina.

3.6.1.2 Preparo das amostras cerebrais

Ap0s a decapitagdo dos animais em guilhotina, os cérebros foram
removidos e dissecados em cortex pré-frontal, hipocampo e estriado. As
amostras foram dissecadas em uma superficie gelada, posteriormente
mergulhadas em nitrogénio liquido e armazenadas em freezer a -80°C
para posteriores andlises bioquimicas. As amostras cerebrais foram
devidamente preparadas de acordo com a técnica bioquimica a ser
realizada.

3.6.2 Niveis plasmaticos de homocisteina

Os niveis de homocisteina foram realizados por um Laboratério
terceirizado (Labvet Sul) de Criciuma, SC.

3.6.3 Perfil lipidico

Os niveis plasmaticos de colesterol e triglicerideos foram
determinados através de kits comerciais ELISA, conforme as
recomendacdes do fabricante.

3.6.4 Avaliacdo de parametros de estresse oxidativo
3.6.4.1 Peroxidago lipidica

Para determinar o dano lipidico foi medida a formacdo de
TBARS durante uma reacdo em meio 4cido aquecido, conforme descrito
por Draper e Hadley (1990). As amostras foram misturadas com 1 ml de
acido tricloroacético 10% e 1 ml de &cido tiobarbitdrico 0,67% e, em
seguida, aquecidas em banho de 4gua fervente por 30 minutos.
Determinou-se 0s equivalentes de malondialdeido (nmol/mg de
proteina) por espectrofotometria, a absorbancia a 535 nm.

3.6.4.2 Carbonilacéo de proteinas
Avaliou-se 0 dano as proteinas pela determinacdo do teor de

grupos carbonila baseado na reacdo com dinitrofenilidrazina (DNPH),
conforme descrito por Levine et al. (1990). As proteinas foram
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precipitadas pela adicdo de &cido tricloroacético 20%, centrifugadas
com forca centrifuga de 8000g e entdo dissolvidas em DNPH. A
absorbancia foi monitorada por espectrofotometria a 370 nm.

3.7 ANALISE ESTATISTICA

O ganho de peso gestacional, 0 consumo de racdo e o nimero de
filhotes das ratas mdes, assim como os resultados dos niveis de
homocisteina, do perfil lipidico e do dano oxidativo foram avaliados
pela andlise de variancia (ANOVA) de uma via seguido por post hoc
Tukey quando aplicavel. O teste comportamental Y maze também foi
avaliado por ANOVA de uma via e pelo teste T student. Os dados estao
expressos como média + desvio padrdo da média (DPM) ou erro padrao
da média (EPM).

Em todas as analises, valores de p <0,05 foram considerados
significativos estatisticamente. Foi utilizado para a realizagdo das
analises estatisticas o programa Statistical Package for the Social
Science (SPSS versdo 17.0). Todos os graficos foram elaborados no
programa Grahpad Prism.
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4. RESULTADOS

Na Figura 4 sdo demonstrados os resultados do labirinto em Y (Y
maze). As ratas submetidas a dieta deficiente em acido folico
apresentaram um déficit consideravel na memoria espacial, uma vez que
exploraram menos 0 brago (ambiente) novel comparado ao other. As
ratas do grupo controle permaneceram mais tempo no braco novel em
relacdo ao other, porém ndo houve diferenca significativa, o que indica
um déficit de memoria. Ja as ratas suplementadas com &cido félico (50
mg/kg) permaneceram 0 mesmo tempo no ambiente other e novel,
portanto, ndo houve diferenga estatistica. Em contrapartida, as ratas
suplementadas com acido folico (5 e 10mg/kg), respectivamente,
exploraram mais o ambiente novel (p <0,05 e p <0,01) quando
comparado ao ambiente other, indicando que ndo houve déficit na
meméria espacial. Além disso, as ratas suplementadas com &cido félico
(5 e 10mg/kg) também apresentaram diferenca significativa (p <0,05)
em relacdo ao ambiente novel do grupo deficiente.

150+ *H woh

[ other
100 E novel

50+

% entradas e tempo
permanéncla no brago novel

° Deficiente Controle AF .ﬁmg!kg AF "lﬂmg!kg AI'= 50mglkg

Figura 4: Desempenho de ratas Wistar submetidas & dieta deficiente em
acido félico, dieta controle e dietas controle suplementadas com
diferentes doses de acido félico (5, 10 e 50mg/kg) durante o
acasalamento, gestacdo e amamentagdo no teste labirinto em Y (Y
maze). N=12. Os dados estdo expostos como média + DPM. *p <0,05
comparado ao ambiente other do respectivo grupo; ** p <0,01
comparado ao ambiente other do respectivo grupo; # p <0,05 comparado
com o ambiente novel do grupo deficiente.
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A Tabela 2 representa o acompanhamento do peso semanal das
ratas Wistar durante o acasalamento (1° semana), durante a fase
gestacional (2° a 4° semana) e na fase de lactacdo (5° a 7° semana).
Observou-se que durante o acasalamento e a gestacdo, da 1° a 4°
semana, ndo houve diferenca significativa no ganho de peso das ratas
submetidas as dietas. Na 5° e 6° semana, nenhuma diferenca
consideravel no peso das ratas foi verificada durante a lactacdo. Porém,
na dltima semana de amamentacdo (7° semana), as ratas do grupo
controle e as ratas submetidas a dieta suplementada com acido folico (5,
10 e 50mg/kg) apresentaram um peso superior (p <0,05) quando
comparado ao grupo deficiente.
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Deficiente AIN93 controle AIN93 AF 5mg/kg AIN93 AF10mg/kg AIN93 AF50mg/kg
1°semana 223,38 +33,55 229,80 +25,13 22308 +2731 220,83  +17,98 229,07  +18,60
2°semana 255,61 +15,39 256,40 +11,34 259,00  +15,62 24933  +16,24 256,15  +18,79
3°semana 268,53 +13,73 266,90 +13,11 276,25 + 18,00 265,25 +17,20 266,69 +18,40
4°semana 290,69 + 16,86 29550 +17,16 297,66  +24,64 300,25  +24,43 299,61  +2218
5°semana 308,76 + 43,58 324,40  +3252 310,33  +43,03 280,75  +22,25 29569  +31,40
6°semana 277,53 +19,48 290,80  +19,90 292,25  +24,68 295,75  +25,06 296,15  +20,92
7°semana 263,50 + 26,70 293,70#  +13,07 302,20#  +12,77 292,70#  +19,94 299,81#  +20,11

Tabela 2: Controle de peso das ratas mées durante o periodo de acasalamento, gestacdo e amamentagdo conforme as dietas
administradas. Primeira semana representa a fase de acasalamento. Da 2° a 4° semana, as ratas estavam gravidas e entre a

5° e 7° semana estavam no periodo de amamentacdo. N=12. Os dados estdo expostos como média + DPM. # p <0,05 comparado
ao grupo deficiente da respectiva semana.
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Na Tabela 3 é apresentado o consumo individual (macho e
fémea) de racdo durante o acasalamento (31/07), bem como o consumo
individual das ratas durante a gestagéo (pesagem dias 04, 07, 11, 14, 18,
21/08) e na fase de lactacdo (dias 25 e 28/08 e dias 01, 04 e 08/09). Na
semana do acasalamento dos animais, que iniciou dia 28/07, foi feita a
média do consumo individual de racéo, pois 0s ratos estavam em dois na
mesma caixa. Pode-se observar que as ratas submetidas a dieta
suplementada com &cido fdlico (10 e 50mg/kg) apresentaram um
aumento significativo no consumo de ragdo durante o acasalamento (p
<0,05), bem como no inicio do periodo gestacional (04 e 07/08) (p
<0,05) quando comparados ao grupo deficiente em &cido félico e o
grupo controle. No dia 18/08, as ratas do grupo controle apresentaram
uma diferenca significativa (p <0,05) no consumo de comida em rela¢do
ao grupo deficiente. Os achados também mostraram que praticamente
durante toda a amamentagdo (dias 25 e 28/08, 01 e 04/09), as ratas
submetidas a dieta suplementada com acido félico (10mg/kg) tiveram
um consumo aumentado de racdo (p <0,05) quando comparadas ao
grupo deficiente em acido folico. Do mesmo modo, as ratas do grupo
controle e submetidas a dieta suplementada com é&cido folico (5 e
50mg/kg) demonstraram um aumento significativo no consumo de racdo
(p <0,05), porém apenas nos dias 01 e 04/09, em relagcdo ao grupo
deficiente em &cido félico.
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Tabela 3: Peso de ragdo (g) consumida pelas ratas maes durante o acasalamento, gestacdo e amamentacao.

Data Deficiente AIN93 controle AIN93 AF 5mg/kg AIN93 AF 10mg/kg AIN93 AF 50mg/kg
pesagem

31/07 69,26 +7,13 65,85 +591 66,54 +7,39 126,33*# + 15,02 130,54*# + 20,68
04/08 86,88 + 8,10 87,90 + 8,08 91,62 +8,70 120,83*# + 16,57 11531*# + 18,70
07/08 59,30 +11,33 59,80 +9,53 63,91 + 8,93 89,58*# + 8,28 92,34*# +9,35
1108 038 1827 7080  +1052 65,75 +8,06 70,16 +7,94 7061 +6,99
14/08 60,69 +10,97 71,80 + 17,64 64,66 +9,15 66,66 + 5,85 65,46 + 10,24
18/08 75,30  +13,29 89,90# +9,02 79,75 +11,04 84,91 +8,19 83,00 + 10,46
21/08 57,69 + 16,58 74,00 +12,40 59,66 +11,17 65,00 + 15,64 61,07 + 13,30
25108 84,38 +15,72 88,40 + 22,87 92,58 +31,13 114,66# +31,76 96,53 + 25,12
28/08 90,46 +22,24 107,30 + 32,29 110,83 + 37,43 130, 75# + 18,60 116,61 + 34,23
01/09 120,69 +48,46 179,90# + 37,88 174,3# +58,12 200,08# +17,54 176,84# + 51,63
04/09 93,84 +33,30 145,40# + 18,52 143,25# + 49,54 163,91# + 14,31 145,76# + 40,38
08/09 200,84 +60,40 223,60 + 36,78 243,16 +39,99 237,50 + 18,69 242,69 + 31,66

Tabela 3: Peso da racdo consumida pelas ratas mées durante o periodo de acasalamento, gestacdo e amamentacao.
As ratas deram a luz aos filhotes entre os dias 19/08 & 25/08 e apds esse periodo, iniciou-se a amamentagdo por 21 dias. N=12.
Os dados estdo expostos como média + DPM. * p <0,05 comparado ao grupo controle do respectivo dia e # p <0,05
comparado ao grupo deficiente do respectivo dia.
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A Figura 5 representa a média de filhotes nascidos vivos das ratas
submetidas as diferentes dietas durante o acasalamento, gestacdo e
lactacdo. Verifica-se que ndo houve diferenca significativa no nimero
de filhotes nascidos vivos entre as ratas submetidas a dieta deficiente em
acido folico, dieta controle e as dietas suplementadas em &cido folico (5,
10 e 50mg/kg).

dieta deficiente AF
AIN 93 controle
AlM 93 AF 5mg/kg
AlMN 93 AF 10mg/kg
AIN 93 AF 50mg/kg

pgooa

L 1T T

10

N° de filhotes das ratas Wistar

0 T T T

Figura 5: Numero de filhotes nascidos vivos das ratas submetidas a
dieta deficiente em acido folico, dieta controle e as dietas suplementadas
em acido félico (5, 10 e 50mg/kg) durante o acasalamento, gestacdo e
lactacdo. N=12. Os dados estéo expostos como média + DPM.

Em relacdo ao perfil lipidico (Figura 6), nenhuma alteracdo
significativa foi observada nos niveis plasmaticos de colesterol e
triglicerideos das ratas submetidas & dieta deficiente em &cido folico,
dieta controle e as dietas suplementadas com acido félico (5, 10 e
50mg/kg).
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Figura 6: Niveis plasméaticos de colesterol e triglicerideos das ratas
submetidas a dieta deficiente em &cido félico, dieta controle e as dietas
suplementadas com acido folico (5, 10 e 50mg/kg) durante o
acasalamento, gestacdo e lactacdo. N=7. Os dados sdo expressos como
média + EPM.

A Figura 7 apresenta os resultados referentes a peroxidacdo
lipidica. Observou-se uma diminui¢do significativa nos niveis de
TBARS apenas no hipocampo de ratas submetidas a dieta suplementada
com 4cido félico 10mg/kg (p <0,05) e 50mg/kg (p <0,05) quando
comparado ao grupo controle. Nas demais estruturas cerebrais nenhum
efeito das dietas foi verificado. No estriado, os niveis de TBARS
parecem ter diminuido nas ratas do grupo controle, no entanto, ndo
houve diferenga significativa deste grupo em relacdo aos demais grupos
nesta estrutura cerebral.
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Figura 7: Niveis de equivalentes de malondialdeido nas estruturas
cerebrais, cortex pré-frontal, hipocampo e estriado, de ratas Wistar
submetidas a dieta deficiente em &cido fdélico, dieta controle e as dietas
controle suplementadas em acido félico (5, 10 e 50mg/kg) durante o
acasalamento, a fase gestacional e lactacdo. N=7. Os dados séao
expressos como média + EPM. *p <0,05 comparado ao grupo controle.

Para o dano proteico (Figura 8), verificou-se no cortex pré-
frontal, uma diferenca significativa nos niveis de carbonilagdo de
proteinas nas ratas submetidas a dieta controle (p <0,05) e as dietas
suplementadas com acido félico 5mg/kg (p <0,05), 10mg/kg (p <0,05) e
50mg/kg (p <0,05) comparados a dieta deficiente. No hipocampo e
estriado, respectivamente, as ratas suplementadas com acido félico
5mg/kg (p <0,05 e p <0,01), 10mg/kg (p <0,01 e p <0,05) e 50mg/kg (p
<0,05 e p <0,01) também apresentaram uma diminuicéo significativa no
dano proteico em relacdo as ratas submetidas a dieta deficiente em &cido
félico.
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Figura 8: Niveis proteinas carboniladas nas estruturas cerebrais, cortex
pré-frontal, hipocampo e estriado, de ratas Wistar submetidas a dieta
deficiente em &cido félico, dieta controle e as dietas controle
suplementadas em &cido folico (5, 10 e 50mg/kg) durante o
acasalamento, a fase gestacional e lactacdo. N=7. Os dados séao
expressos como média + EPM. # p <0,05 comparado ao grupo
deficiente; ## p <0,01 comparado ao grupo deficiente.

A andlise plasmatica de homocisteina, de acordo com a Figura 9,
indicou um aumento significativo deste aminoacido nas ratas
submetidas a dieta deficiente em &cido fdlico e, por sua vez, uma
reducdo consideravel nos niveis de homocisteina nas ratas submetidas a
dieta controle e as dietas suplementadas com &cido folico (5, 10 e
50mg/kg) (p <0,01) quando comparados a dieta deficiente.
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Figura 9: Niveis plasmaticos de homocisteina de ratas Wistar
submetidas a dieta deficiente em &cido félico, dieta controle e as dietas
controle suplementadas em é&cido félico (5, 10 e 50mg/kg) durante o
acasalamento, a fase gestacional e lactacdo. Os dados sdo expressos
como média + EPM. ## p <0,01 comparado ao grupo deficiente.
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5. DISCUSSAO

A gestagdo e lactacdo sdo fases caracterizadas por variacGes
hormonais, alteragdes cognitivas e de humor que estdo diretamente
relacionadas ao préprio estresse gerado pela gestagdo e ao processo de
adaptacdo da mde para o parto, o aleitamento, os cuidados maternos e a
relacdo mae-filho. Por estes motivos, a fase gestacional pode levar a
consequéncias duradouras para o cérebro, comportamento, humor e
cognicdo materna (Workman et al., 2012), inclusive, comprometendo a
capacidade da mae de cuidar da crianca nos primeiros dias de vida
(Prado et al., 2012).

Neste sentido, melhorias nos processos cognitivos durante a
gravidez parecem essenciais, visto que este € um importante periodo
para a mulher, bem como para a aquisicdo de conhecimentos e
habilidades necessarias ap6s a gestacao (DeGroot et al., 2006). Sabe-se,
portanto, que intervengdes com micronutrientes, em especial vitaminas
do complexo B, melhoram a cogni¢do e o humor materno, salvo que
estes nutrientes sdo essenciais para o adequado funcionamento do SNC
(Prado et al., 2012).

Achados desta pesquisa demonstraram atraves do teste Y maze,
realizado com as ratas maes imediatamente apds o desmame da prole,
gue as ratas submetidas a dieta deficiente em &cido félico apresentaram
um déficit considerdvel na meméria espacial, uma vez que exploraram
menos 0 ambiente novel em relagdo ao other. Estes resultados reforcam
a ideia de que o acido félico é primordial para a manutencéo das functes
fisioldgicas no cérebro adulto (Clarke et al., 2003). E sabido que a
deficiéncia de folato em ratos tem demonstrado afetar a proliferacdo
celular, o transporte vesicular e a plasticidade sinaptica com efeitos a
longo prazo no aprendizado e na meméria (Daval et al., 2009). Esta
deficiéncia pode ou ndo gerar anormalidades morfolGgicas severas
sendo capaz, inclusive, de interferir no desenvolvimento cerebral
(Berrocal et al., 2014).

As ratas suplementadas com &cido folico (5 e 10mg/kg) foram
capazes de explorar mais o ambiente novel, indicando que néo
apresentaram déficit na memoria espacial. Por outro lado, estudo
realizado por Akchiche e colaboradores (2012), mostrou que animais
jovens suplementados com acido folico (40 mg/kg) durante 45 dias
exibiram um déficit na memdria espacial devido a capacidade diminuida
de exploragdo do ambiente novel, além de um déficit no periodo de
laténcia no teste comportamental labirinto aquético. Os resultados de
Akchiche assemelham-se, pelo menos em parte, ao encontrado no
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presente estudo, onde as ratas suplementadas com acido félico
(50mg/kg) permaneceram praticamente 0 mesmo tempo em ambos 0s
bracos (other e novel). Tomados em conjunto, esses achados sugerem
gue doses mais altas de acido félico podem apresentar efeito téxico, ao
menos na fungdo cognitiva, e ainda apontam que doses relativamente
baixas deste micronutriente parecem apresentar o melhor efeito protetor.

Dados da literatura descrevem que a sintese de catecolaminas
depende de vitaminas do complexo B, com destaque para o acido folico
(Rosenberg, 2001; Beard e Connor, 2003; Mackey et al., 2006). Assim,
a atividade da dopamina nos lobos frontais e ganglios basais
desempenha acdo na memoria de trabalho (armazenamento temporério e
manipulacdo de informacBes), na atengdo e na funcdo executiva
(controle e gestdo de processos cognitivos), além do controle motor
(Nieoullon, 2002). A noradrenalina também ¢é fundamental para a
atencdo, e tanto, a noradrenalina como a serotonina estdo implicados no
humor (Stahl, 2000). De fato, 0 presente estudo comprova que a dieta
deficiente em acido fdlico impactou diretamente na cognigdo dos
animais durante a fase gestacional, confirmando que esse nutriente pode
afetar as funcdes cognitivas, particularmente a memdria espacial.

O comprometimento cognitivo encontrado nas ratas submetidas a
dieta deficiente neste estudo, também pode estar relacionado a
modificacdes na capacidade de resposta ao estresse e as mudangas no
perfil hormonal das ratas, uma vez que tudo isso esta intrinsecamente
associado a plasticidade hipocampal e ao fato dessa regido desempenhar
um importante papel na regulacdo do estresse, sendo ainda sensivel aos
hormdnios esterdides, inclusive, mediando o desempenho da meméria
espacial (Galea et al., 2013). Estudo confirmou que ambos os fatores
psicossociais e biolégicos, incluindo fatores nutricionais, podem
contribuir para o aumento da prevaléncia de depressdo durante a
gravidez ou ap6s o parto, uma vez que nestas fases ha um aumento na
atividade do eixo hipotalamico-pituitaria-adrenal (HPA) (O'Keane e
Marsh, 2007). Ainda, pesquisa clinica indicou que os déficits de
memoria podem ser atribuidos a depressdo, visto que mulheres gravidas
relataram sintomas negativos (avolia, anedonia, isolamento social,
alogia) ou mudancas de memoria neste periodo (Landro et al., 2001).

E importante salientar que neste estudo néo se optou pela rag&o
comum do Biotério como dieta controle, pelo fato da ragdo AIN 93 ser
indicada em experimentos que utilizem ratas na fase gestacional e
lactacional e ainda por outros trés motivos importantes. Primeiramente,
a ragdo comum do Biotério, é preparada com ingredientes integrais
como o milho em grdo que contém fracdes de amido, dleo de milho,
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além de proteina, vitaminas e minerais misturados no mesmo gréo e,
assim, ocorre com os demais ingredientes da racdo. Desta forma, torna-
se dificil elaborar uma dieta livre de acido folico a partir da racdo
comum, Vvisto que essa vitamina além de adicionada na racdo pode estar
presente nos demais ingredientes utilizados (gréos integrais) em maior
ou menor concentracdo, dificultando ainda mais a eliminagéo total do
acido folico para obter-se a racdo deficiente nesta vitamina. Como neste
estudo, utilizou-se a racdo deficiente em acido folico, a mesma ndo
poderia ser obtida a partir da dieta comum do Biotério. Em segundo
lugar, o fato da racdo comum ndo ser purificada, apresentando um
padrdo nutricional diferente, inclusive em relacdo a fonte proteica que é
de origem vegetal quando comparada a proteina da racdo AIN 93 que é
de origem animal, fatores importantes que podem comprometer o aporte
nutricional das ratas na fase de gestacéo e lactacdo. E, por altimo, o fato
da dieta deficiente em acido fdlico ser elaborada a partir da racdo AIN
93 a qual contém ingredientes purificado, garantindo assim, que o
estudo seja mais fidedigno.

Tomados em conjunto, esses fatores justificam o uso da racdo
AIN 93 neste estudo, a qual foi indicada pelo responsavel da empresa
Pragsolucbes. Como essa dieta € preparada apenas com ingredientes
purificados, é possivel identificar exatamente quais sdo 0s componentes
de cada fracdo de macronutrientes (carboidratos, lipidios e as proteinas),
além das vitaminas e minerais. Ja a racdo deficiente em acido félico €
preparada a partir da racdo AIN 93, contendo 0s mesmos ingredientes
purificados, porém o mix de vitaminas é isento desta vitamina,
reduzindo assim, o risco de um vies para o estudo.

Em relagdo ao acompanhamento do peso foi verificado que
apenas na Ultima semana de amamentacdo (7° semana), as ratas do
grupo controle e as ratas submetidas a dieta suplementada com é&cido
folico (5, 10 e 50mg/kg) apresentaram um peso superior quando
comparadas as ratas do grupo deficiente. Quanto ao consumo de ragéo
pode-se observar que as ratas submetidas a dieta suplementada com
acido fdlico (10 e 50mg/kg) apresentaram um aumento significativo no
consumo de racdo durante o acasalamento, bem como no inicio do
periodo gestacional (04 e 07/08) quando comparados ao grupo
deficiente em acido folico e o grupo controle. No dia 18/08, as ratas do
grupo controle apresentaram um consumo de ragdo maior que 0 grupo
deficiente. Ainda, praticamente durante toda a amamentacdo (dias 25 e
28/08, 01 e 04/09), as ratas submetidas a dieta suplementada com &cido
félico (10mg/kg) tiveram um consumo aumentado de ragdo quando
comparadas ao grupo deficiente em acido félico. Do mesmo modo, as
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ratas do grupo controle e as ratas submetidas a dieta suplementada com
acido folico (5 e 50mg/kg) demonstraram um aumento significativo no
consumo de racdo, porém apenas nos dias 01 e 04/09, em relagdo ao
grupo deficiente em acido félico. Esses resultados do consumo de ragéo
podem estar relacionados, a0 menos parte, ao fato das ratas controle e
suplementadas com diferentes doses de acido folico terem recebido a
mesma racdo (dieta AIN 93), o que pode ter levado a um consumo
alimentar semelhante pelas ratas.

Singh e colegas (2013) afirmam que o ganho de peso materno
durante a gravidez deve-se a trés fatores principais, incluindo o
desenvolvimento fetoplacentario, a deposicdo de gordura materna e a
expansdo no volume de liquido extracelular materno (VLEC). Sabe-se
gue as ratas do grupo controle e suplementadas com diferentes doses de
acido félico receberam o mesmo tipo de racdo AIN 93 (dieta controle).
A diferenca entre esses grupos foi que as ratas suplementadas, além da
racdo, receberam acido félico (5, 10 e 50mg/kg). Talvez neste estudo,
isso explique ao menos em parte, o fato das ratas do grupo controle e
suplementadas com &cido folico, independentemente da dose, terem
apresentado um peso superior as ratas do grupo deficiente na Ultima
semana de amamentacdo, bem como um consumo maior de racdo
durante todo o acasalamento, gestacdo e lactacdo em relacdo as ratas
submetidas a dieta deficiente, cuja racdo era isenta de &cido félico.
Sendo assim, o fato das ratas receberem a mesma ragdo pode ter
colaborado para este achado e, em contrapartida, a deficiéncia de acido
félico pode ter comprometido o0 ganho de peso e o consumo de ragdo das
ratas deste estudo.

De modo geral, o menor ndmero de filhotes poderia estar
relacionado a menor exigéncia circulatoria durante a gravidez associada
a uma menor demanda energética durante a lactacdo e, portanto, a
menor necessidade de expansdo no VLEC e acumulo de gordura
materna, levando ao nascimento de menos filhotes. Por outro lado, um
nimero maior de fetos poderia sinalizar uma maior resposta circulatoria
durante a gestagdo, bem como uma demanda de energia aumentada,
resultando, consequentemente, numa maior necessidade de expansao no
VLEC e gordura corporal materna (Singh et al., 2013). Salienta-se que
na presente pesquisa nenhuma diferenca significativa na média de
filhotes nascidos vivos foi observada entre as ratas submetidas a dieta
deficiente em &cido folico, dieta controle e as dietas suplementadas em
acido félico (5, 10 e 50mg/kg). Desse modo, as dietas utilizadas
(deficiente e AIN 93), bem como a suplementagdo de diferentes doses
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de &cido folico, ndo influenciaram no numero de filhotes nascidos das
ratas mées neste estudo.

Sabe-se que as vitaminas do complexo B podem exercer efeito
neuroprotetor modulando o estresse oxidativo cerebral induzido pela
homocisteina (Boldyrev e Jonhson, 2007). O estresse oxidativo pode
estar presente em qualquer momento da vida, inclusive em periodos
mais criticos, como na fase gestacional. A deficiéncia de &cido fdlico e
vitamina B12 desencadeia 0 aumento nos niveis de homocisteina
levando a producéo de ER e, assim, ao estresse oxidativo materno (Roy
etal., 2012).

Neste estudo, nenhuma alteracdo significativa foi observada no
perfil lipidico (colesterol e triglicerideos) das ratas submetidas a dieta
deficiente em &cido folico, dieta controle e as dietas suplementadas com
acido folico (5, 10 e 50mg/kg). Estd bem descrito que o acido folico
participa de reacGes de metilacdo, inclusive na sintese de fosfolipideos
de membrana (Larsson et al., 2006). Porém neste estudo, 0 motivo pelo
qual a dieta deficiente ou a suplementacéo de 4cido folico ndo alterou os
niveis de colesterol e triglicerideos, permanece desconhecido. Ja os
resultados referentes a peroxidacado lipidica mostraram uma diminuicédo
significativa nos niveis de TBARS apenas no hipocampo de ratas
submetidas & dieta suplementada com &acido félico (10 e 50mg/kg)
qguando comparado ao grupo controle. Nas demais estruturas cerebrais
nenhum efeito das dietas foi verificado. Esses achados estdo em
concordancia com estudos que comprovam a importancia do &cido
félico na prevencao do estresse oxidativo, sendo um fator determinante
para 0 metabolismo de um carbono materno e para a manutencéo dos
niveis de homocisteina, além de permitir a sintese de
neurotransmissores, fosfolipideos e metilagdo do DNA (Larsson et al.,
2006; D'Souza et al., 2013). Neste contexto, 0 uso da terapia
antioxidante para combater o estresse oxidativo durante a gravidez, é
uma estratégia fundamental, pois estes compostos sdo capazes, ndo
somente de modular o ciclo de um carbono e reduzir a homocisteina,
mas ainda prevenir outros riscos gestacionais maternos (D'Souza et al.,
2013).

A homocisteina é um aminoacido sulfurado derivado
principalmente da desmetilacdo da metionina. Diversos fatores, em
especial deficiéncias de vitamina B, interferem no metabolismo da
homocisteina podendo elevar os seus niveis e, portanto, desencadear
efeitos neurotdxicos (Huang et al., 2001;Hague, 2003). Durante a
gravidez, a hiperhomocisteinemia tem sido associada ao estresse
oxidativo materno e as complicacdes gestacionais (Hague, 2003).
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Estudos tém demonstrado também que a homocisteina induz estresse
oxidativo em diferentes células por inibir a atividade de enzimas
antioxidantes (glutationa peroxidase, superéxido dismutase) (Streck et
al., 2003; 2004) e diminuir os niveis teciduais de vitaminas protetoras
(A, B, C e E) (Henning et al., 1997). Em adicdo, a homocisteina age
como agonista glutamatérgico, ativando receptores N-metil-d-aspartato
(NMDA) em neur6nios e gerando ER. O estresse oxidativo também
pode ocorrer pela autoxidacdo da homocisteina e de outros dissulfitos
liberando RL (Boldyrev e Jonhson, 2007).

Os prejuizos diretos nas proteinas ou na modificagdo quimica dos
aminoacidos devido o estresse oxidativo e a glico-oxidacdo proteica
pode dar origem a proteinas carboniladas, as quais sdo importantes
biomarcadores para o dano oxidativo em geral. A presenca de grupos
carbonila como evidéncia de proteinas oxidadas, estabeleceu uma forte
correlagdo entre a oxidacdo de proteinas, 0 estresse oxidativo e doencas
diversas (Berlett e Stadtman, 1997).

Neste estudo, de modo geral, verificou-se uma diferenca
significativa nos niveis de proteinas carboniladas nas ratas submetidas a
dieta controle e as dietas suplementadas com acido félico (5, 10 e
50mg/kg) em todas as estruturas cerebrais avaliadas, quando comparado
as ratas da dieta deficiente. Similarmente, uma reducéo consideravel nos
niveis de homocisteina foi observada nestas mesmas ratas em relacéo as
ratas da dieta deficiente em 4&cido folico, a qual aumentou
significativamente os niveis de homocisteina. Dessa forma, nosso estudo
mostrou uma correlacdo significativamente positiva entre homocisteina
e carbonilagdo de proteinas, corroborando pesquisa realizada por
Rajendiran e colaboradores (2015).

Os achados do estudo podem ser explicados pelo fato da
homocisteina ser capaz de sulfurar proteinas, uma vez que os radicais
sulfidrila apresentam afinidade proteica, 0 que pode gerar dano
oxidativo (Rajendiran et al., 2015). Ademais, a homocisteina pode ser
facilmente oxidada em situacfes de estresse oxidativo, como na
gestacdo, via formacdo de ERO (Loscalzo, 1996). Além disso, o
carbono adicional na cadeia lateral da homocisteina permite que este
aminoacido exista na forma de tiolactona, a qual reage com residuo de
lisina para formar ligagdes isopeptidicas (Sibrian-Vazquez et al., 2010).
Assim, a homocistamida torna as proteinas mais propensas a oxidagao
gerando proteinas carboniladas (Wang et al., 2010).

Embora a concentracdo plasmatica de homocisteina elevada seja
considerada um marcador sensivel do estado de acido folico, Rajendiran
e colegas (2015) detectaram em seu estudo que essa hipotese pode nao
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ser verdade no caso de mulheres gravidas. Isso, provavelmente, pelo
fato das gestantes fazerem uso de suplementos de &cido félico durante
toda a gravidez. Rajendiran et al. (2015) verificaram que na auséncia da
dieta deficiente em acido fdlico na fase gestacional, a
hiperhomocisteinemia pode ser consequéncia de estresse oxidativo, bem
como do préprio estresse induzido por distirbios do sono durante a
gestacdo. De certa forma, os achados anteriores confirmam os resultados
da presente pesquisa, uma vez que na presenca de acido félico, os niveis
de homocisteina mantiveram-se baixos, ao contrario da dieta deficiente,
gue induziu o aumento significante deste aminoacido.

Adicionalmente, a hiperhomocisteinemia prejudica as funcdes
cognitivas em ratos. O estresse oxidativo, as anormalidades na
maturacdo do cérebro (McCallet al., 1996), apoptose e
comprometimento da plasticidade neural (Streck et al, 2003; 2004) sdo
efeitos da homocisteina associados a disfuncdo cognitiva (Smith et al.,
2010). Assim, o0 comprometimento cognitivo devido a
hiperhomocisteinemia tem sido demonstrado em alguns modelos
animais e corroboram o atual estudo, visto que nesta pesquisa as ratas
submetidas a dieta deficiente em acido folico apresentaram tanto déficit
na memoria espacial, como niveis elevados de homocisteina.

Resumidamente, essa pesquisa atual mostrou que o acido félico
foi capaz de prevenir o comprometimento de memdria e reduzir os
niveis de homocisteina em ratas na fase gestacional e lactacional. Estudo
realizado por Koz e colegas (2012) esta em conformidade com nosso
estudo, pois verificaram que a homocisteina  prejudicou
significativamente a memdria espacial em ratos e, o resveratrol, potente
antioxidante, apresentou efeito neuroprotetor.
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6. CONCLUSAO

A partir dos resultados deste estudo, pode-se concluir que as ratas
submetidas a dieta deficiente em &cido folico durante o acasalamento, a
gestacdo e a lactacdo apresentaram um prejuizo significativo na
meméria espacial, bem como niveis elevados de proteinas carboniladas
no coértex pré-frontal, hipocampo e estriado, além de um aumento
consideravel nos niveis plasméaticos de homocisteina. Ja o 4cido folico
(5 e 10mg/kg) foi capaz de prevenir o dano cognitivo nas ratas
suplementadas, resultado que pode ser atribuido ao efeito antioxidante
desta vitamina e a sua importante acdo no metabolismo de um carbono,
uma vez que esse micronutriente ainda preveniu o dano proteico e
manteve baixos 0s niveis de homocisteina nas ratas submetidas as
diferentes doses de acido félico.

Finalmente, torna-se relevante mencionar a importancia de
avaliar diferentes doses de suplementacdo de &cido fdlico durante a
gestacdo e lactacdo, ndo apenas para a prole, mas especialmente para a
salde materna. Tudo isso pelo fato desse nutriente apresentar
consideravel efeito protetor contra o dano oxidativo, prejuizos
cognitivos, hiperhomocisteinemia e, ainda, ser capaz de prevenir
processos comuns na fase gestacional e pos-gestacional como a
capacidade da mée de cuidar da crianga nos primeiros dias de vida,
influenciando tanto em pardmetros comportamentais como bioquimicos.
Assim, nosso estudo destacou-se por investigar os resultados da dieta
materna, oferecida durante toda a fase gestacional e lactacional, na
propria salde materna das ratas, visto que a maior parte das pesquisas
relacionam os efeitos das dietas ou da suplementacdo de nutrientes
durante a gestacdo geralmente com a saude da prole.
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ANEXO

Carta de aprovacdo do projeto pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA).
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